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1 
1 UVOD 
 
Previsok energijski vnos in hranilno osiromašena živila so glavni vzrok za nastanek 
debelosti in drugih bolezni. Uravnotežena prehrana, bogata z vlakninami in bioaktivnimi 
komponentami, ima ključno vlogo pri ohranjanju zdravja in preprečitvi številnih 
presnovnih bolezni sodobnega časa (rak, sladkorna bolezen, kardiovaskularne bolezni ...) 
(Nelson in sod., 2013). Najbolj antioksidativno bogati skupini živil sta sadje in zelenjava, 
zato je njuno uživanje zelo priporočljivo. Prehransko zelo pomembno, a žal prevečkrat 
zapostavljeno skupino živil predstavljajo tudi polnozrnata žita (Liu, 2007). 
 
Žita so razširjena po vsem svetu, zato lahko z njimi potencialno vplivamo na prehrano vseh 
ljudi. So odličen vir energije, saj vsebujejo veliko ogljikovih hidratov, poleg tega pa so 
polna vlaknin, vitaminov, mineralov, fenolnih spojin (FS) in drugih antioksidantov (Nelson 
in sod., 2013). 
 
Vnos bioaktivnih snovi v telo ni odvisen samo od njihove količine, ampak tudi njihove 
dostopnosti, oziroma zmožnosti absorpcije v krvni obtok. Glavnina FS v žitih se nahaja v 
vezani obliki (preko etrskih in estrskih vezi so pritrjene na celično steno), zato je za 
njihovo sprostitev in ovrednotenje potrebna kompleksnejša obdelava substrata. Prav iz tega 
razloga večina raziskav zajema samo ekstraktibilne antioksidativne snovi, posledično pa 
ostajajo antioksidativne lastnosti polnozrnatih žit pogosto podcenjene (Rosa-Sibakov in 
sod., 2015; Liu, 2007). 
 
Kaljenje je tehnološki proces, ki povzroči izboljšanje prehranske vrednosti zrn preko 
povečane vsebnosti in lažje dostopnosti bioaktivnih komponent. Te komponente s svojimi 
antioksidativnimi lastnostmi pozitivno vplivajo na antioksidativno delovanje kaljenih zrn 
(Singh in Sharma, 2017). 
 
Kruh in pekovski izdelki so zaradi pogostosti uživanja še posebej primeren izdelek za 
vključevanje naravnih virov antioksidantov v prehrano. Največji del zdravju koristnih 
snovi se v žitnem zrnu nahaja v zunanjih plasteh, ki se med proizvodnjo bele moke 
odstranijo. V primeru dodatka kaljenih zrn v kruh bi tako pripomogli k povečanem 
uživanju polnozrnatih žit, hkrati pa bi s kaljenjem izboljšali že sicer visoko hranilno 
vrednost pšenice (Dziki in sod., 2014; Terpinc, 2019).  
 
1.1 NAMEN  
 
Z raziskavo želimo proučiti, kako dodatki različnih deležev KPZ vplivajo na 
antioksidativne lastnosti kruha. Poleg tega želimo ovrednotiti prispevek vezanih fenolov k 
antioksidativnim lastnostim kruha.  
 
1.2 HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bo dodatek KPZ pozitivno vplival na antioksidativne lastnosti kruha ter 
da bo obseg sprememb odvisen od količine dodanih zrn. Predpostavljamo, da FS v vezani 
obliki pomembno prispevajo k antioksidativnim lastnostim kruha.  
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PŠENICA 
 
Pšenica je glavna poljščina v državah zmerno toplotnega pasu. Uporablja se za hrano ljudi 
in krmo živali. Razlog za njeno razširjenost je deloma v njeni prilagodljivosti in v visokem 
potencialu donosa, deloma pa v njeni široki uporabnosti. Gluten daje pšenici elastične 
lastnosti, ki omogočajo njeno predelavo v različne izdelke (npr. kruh, testenine, rezanci) 
(Shewry, 2009). Uporablja se tudi za pridobivanje škroba, slada, glutena in alkohola 
(Wheat, 2016).  
 
Pšenica je enoletnica iz družine trav (Poaceae). Uvrščamo jo v skupino pravih žit, prav 
tako kot rž, ječmen, oves in tritikalo. Po svetu je najbolj razširjena navadna pšenica 
(Triticum aestivum). Ker je zaradi visokega deleža škroba in beljakovin v zrnu 
najprimernejša za peko kruha in različnih vrst peciva, ji pravimo tudi krušna ali mehka 
pšenica (Kocjan Ačko, 2015). Poleg nje sta najbolj razširjeni kompaktna pšenica (Triticum 
compactum) in beljakovinsko bogata durum pšenica (Triticum durum) (Wheat, 2016). 
 
Pšenica predstavlja zelo dober vir energije, saj vsebuje 60-75 % ogljikovih hidratov. 
Vsebuje tudi veliko (10-19 %) proteinov, vitaminov skupine B in prehransko vlaknino. 
Predstavniki prehranske vlaknine v pšenici so rezistentni škrob, polisaharidi celične stene, 
fruktani in lignin (Onipe in sod., 2015; Shewry in Hey, 2015). 
 
Zrno pšenice je enosemenski plod. Sestavljen je iz endosperma, kalčka in zunanje plasti. 
Glavnino zrna (80-85 %) zavzema endosperm, ki je sestavljen iz škrobnih zrn, vgrajenih v 
beljakovinsko matrico. Kalček (3 %) je bogat z lipidi, beljakovinami, sladkorji, minerali, 
vitamini in steroli. Zunanjo plast sestavljajo alevronska plast, hialinska plast, semenska 
ovojnica ter notranji in zunanji perikarp. V njej se nahaja največ prehranskih vlaknin, pa 
tudi beljakovine, vitamini, minerali in antioksidanti (Kocjan Ačko, 2015; Rosa-Sibakov, 
2015). 
 
2.1.1 Bioaktivne snovi v pšenici 
 
Bioaktivne snovi so esencialne in neesencialne spojine, za katere velja, da imajo pozitiven 
vpliv na zdravje človeka (Poklar Ulrih in Vovk, 2013). Pšenica, natančneje zunanji deli 
pšenice in kalček, predstavljajo bogat vir teh snovi. Med njiimi prevladujejo FS, 
karotenoidi, tokoferoli in vitamini (predvsem vitamina B in E) (Luthria in sod., 2015). K 
antioksidativni vrednosti žitnih zrn izmed teh snovi največ prispevajo FS, zato so v zadnjih 
letih pogosto predmet raziskav (Singh in Sharma, 2017). 
 
2.2 ANTIOKSIDANTI 
 
Živilski strokovnjaki antioksidante definirajo kot tiste sestavine ali dodatke živilom, ki so 
lovilci radikalov, tvorijo kelate s kovinskimi ioni ali pa kot reducenti kako drugače 
zmanjšujejo (ali preprečujejo) pojav žarkosti živil in druge oksidativne spremembe 
senzoričnih in prehranskih lastnosti živil (Vidrih in Kač, 2000). 
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Antioksidanti ščitijo celice pred oksidativnim stresom, ki ga povzročajo kisikovi radikali. 
Glede na način delovanja jih razvrščamo v dve skupini. Primarni antioksidanti proste 
radikale odstranjujejo neposredno. Mednje prištevamo encime in nekatere fenole ter 
njihove derivate. Druga skupina antioksidantov pa vsebuje mehanizme, ki proste radikale 
odstranjujejo posredno preko različnih načinov delovanja: vezave kovinskih ionov, 
lovljenja kisika, pretvorbe hidroperoksida v stabilnejše spojine, absorbcije UV žarkov in 
deaktivacije singlentnega kisika. To skupino imenujemo sekundarni antioksidanti, mednje 
pa sodijo nekatere FS, tokoferoli, karotenoidi in druge naravne spojine. V žitih so 
najpogostejši antioksidanti vitamini, steroli in FS (predvsem ferulna kislina) (Pokorny in 
sod., 2001; Hübner in Arendt, 2013).  
 
Reaktivne kisikove zvrsti so kemijske spojine, ki vsebujejo kisik, vključno s singletnim 
kisikom, superoksidnimi anionskimi radikali, peroksidnimi anioni in hidroksilnimi 
radikali. Vključene so v razvoj številnih bolezni, ki so posledica oksidativnega stresa. 
Nastanejo lahko med normalnim celičnim dihanjem z aktiviranimi levkociti kot del 
imunskega odziva ali z eksogenimi oksidanti kot so onesnažen zrak in cigaretni dim. S 
svojim delovanjem vplivajo na pomembne celične komponente kot so lipidi, beljakovine in 
DNK. Antioksidanti so učinkovita hranila, ki nasprotujejo delovanju oksidantov (Hung, 
2016). 
 
2.2.1 Vpliv uživanja kaljenih zrn na zdravje 
 
Bioaktivne komponente kaljenih zrn imajo mnoge pozitivne učinke na zdravje. Delujejo 
antioksidativno, protivnetno, protimikrobno in antikancerogeno. Vključevanje kaljenih zrn 
in kalčkov v prehrano bi tako lahko pripomoglo k ohranjanju zdravja in preprečevanju 
številnih sodobnih bolezni (Gan in sod., 2017). Mnogo raziskav je potrdilo, da ima 
uživanje izdelkov s kaljenimi zrni vpliv na povišanje metabolizma, krepitev imunskega 
sistema, zmanjšanje pomanjkanja vitaminov in mineralov in uravnavanje kislo-bazičnega 
ravnovesja v telesu (Singh in Sharma, 2017). 
 
2.3 FENOLNE SPOJINE  
 
FS so snovi z močnimi antioksidativnimi lastnostmi (Dykes in Rooney, 2007). FS so 
sekundarni metaboliti, ki jih rastline proizvajajo za svojo zaščito pred stresnimi okoljskimi 
dejavniki kot so UV svetloba in insekti. Sodelujejo tudi pri rasti in razmnoževanju rastline, 
simbiozi ter prispevajo k barvi rastline. Kemijsko se FS precej razlikujejo, vsem pa je 
skupen vsaj en aromatski obroč, na katerega je pripeta vsaj ena hidroksilna skupina. 
(Hübner in Arendt, 2013; Shahidi in Yeo, 2016). 
 
Sinteza FS poteka predvsem na citoplazemski površini endoplazemskega retikuluma, ki je 
povezan z zunanjim delom jedra rastlinske celice. Pri preoblikovanju strukture FS 
sodelujejo različni encimi, kar vodi do nastanka različnih oblik FS. Najpogostejše oblike so 
fenolne kisline in flavonoidi, poznamo pa tudi kumarine, lignine in tanine (Shahidi in Yeo, 
2016). Koncentracija FS v pšeničnem zrnu znaša med 200 in 1080 µg/g SS (Andersson in 
sod., 2014). Med njimi je najbolj zastopana ferulna kislina (95 %), prisotne pa so tudi 
sinapinska, p-hidroksibenzojska, vanilinska, siringinska, kumarna, salicilna in kavna 
kislina (Luthria in sod., 2015; Rosa-Sibakov, 2015). 
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2.3.1 Vezane in ekstraktibilne FS 
 
FS razvrščamo v dve skupini: vezane fenolne spojine (VFS) in ekstraktibilne fenolne 
spojine (EFS). EFS se nahajajo v vakuoli, VFS pa v matriksu celične stene, kjer so 
kovalentno vezane na njene fragmente kot so celuloza, hemiceluloza, lignin, strukturni 
proteini in pektin. Fenolna kislina, ki je del VFS, tvori etrske vezi z ligninom in/ali estrske 
vezi s strukturnimi proteini (Slika 1) (Hübner in Arendt, 2013; Acosta-Estrada in sod., 
2014). 
 
 
 
Slika 1: Kovalentne vezi med fenolnimi spojinami in strukturnimi komponentami celične stene: celuloza (A), 
hemiceluloza (B), strukturni proteini (C), pektin (D), fenolne kisline (E) in lignin (F) (Acosta-Estrada in sod., 
2014). 
V sadju in zelenjavi se večina FS nahaja v ekstraktibilni obliki (60-90 %). Nasprotno pa se 
večina FS v koruzi, pšenici in rižu nahaja v netopno vezani obliki (62-85 %). Slednje imajo 
pomembno funkcijo v celični steni, saj zagotavljajo fizične in kemijske ovire pred napadi 
patogenih mikroorganizmov, insektov in živali ter imajo antibakterijsko, antimikrobno in 
antioksidativno vlogo (Acosta-Estrada in sod., 2014). Prevlado vezane oblike FS so v 
različnih sortah pšenice potrdili tudi Kim in sod. (2006). Ugotovili so, da se lahko v 
pšeničnih zrnih nahaja do 5,4-krat več VFS kot EFS.  
 
Obstajajo različne absorpcijske poti VFS v prebavilih, v katere so vključeni 
mikroorganizmi, encimi in celo prenašalci glukoze. Delno sproščanje vezanih spojin 
poteka znotraj lumna prebavil. Ker so težko prebavljive, preživijo prehod skozi želodec in 
tanko črevo (Acosta-Estrada in sod., 2014). V debelem črevesju pa mikrobiota z različnimi 
encimi razgradi celično steno rastlinskega živila in s tem pride do sprostitve VFS. Slednje 
vplivajo na pogoje v debelem črevesju (npr. zmanjšanje pH) in s tem na zmanjšanje oz. 
preprečitev rasti določenih mikroorganizmov, ki lahko potencialno prispevajo k nastanku 
raka. Na tak način poteče absorbcija 90-95% vseh FS, ostalih 5-10 % (mednje spadajo 
EFS) pa se jih absorbira že v tankem črevesju (Shahidi in Yeo, 2016). 
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Ker so VFS zaradi vključitve v matriks težko dostopne, obstajajo različni procesi, s 
katerimi jih lahko sprostimo in tako izboljšamo njihovo biorazpoložljivost. Mednje sodijo 
fermentacija, slajenje, ekstruzijsko kuhanje, kaljenje itd. (Acosta-Estrada in sod., 2014). 
 
2.4 VPLIV KALJENJA NA ANTIOKSIDATIVNE LASTNOSTI ZRN 
 
Kaljenje velja za učinkovito metodo izboljšanja prehranske kakovosti žit. Gre za proces, 
pri katerem se zaradi aktivacije mirujočih in sinteze novih encimov zgodijo pomembne 
spremembe biokemijskih, prehranskih in senzoričnih lastnosti. Za razliko od nekaljenih 
zrn, so kaljena zrna bolj hranljiva – vsebujejo več esencialnih aminokislin, biološko 
dostopnejše vitamine in aminokisline ter manj antinutrientov (inhibitorjev encimov, 
antivitaminov, fitinske kisline). Zanje je značilna  večja biorazpoložljivost beljakovin in 
lažja prebavljivost škroba (Zhang in sod., 2015; Singh in Sharma, 2017). 
 
Kaljenje je bioproces, ki sproži rast zrna. Namakanje zrn (hidracija) na začetku procesa 
povzroči nabrekanje, zaradi česar semenska ovojnica poči. Sledi aktivacija celičnega 
metabolizma. Povečano število hidriranih celic povzroči pospešeno aerobno dihanje, 
obnovo mitohondrijev in DNK ter prepisovanje in prevajanje novih mRNA, čemur sledi 
sinteza DNK, delitev celic in rast zrna. Aktivirane celice sprostijo hidrolitične encime, ki 
hidrolizirajo makromolekule (na primer škrob in beljakovine) v manjše molekule, ki jih 
zrno porabi za presnovo in rast (Shahidi in Yeo, 2016). Kaljenje aktivira fenilpropanoidno 
metabolno pot, ki vodi v sintezo novih FS, istočasno pa hidroliza polisaharidov celične 
stene povzroči sprostitev VFS iz celične stene. To sta glavna vzroka za povečanje količine 
EFS in izboljšano dostopnost antioksidantov v začetni fazi kaljenja (He in sod., 2011). 
 
S podaljševanjem kaljenja se celice celične stene množijo, hkrati se na novo sintetizirane 
EFS vežejo v celično steno, kjer predstavljajo nove VFS, s čimer se delež vezane frakcije 
postopoma spet povečuje (Gan in sod., 2017). 
 
Nekatera kaljena užitna semena in kalčki (30–253 mg galne kisline (GK)/100 g suhe snovi 
(SS)) imajo primerljivo vsebnost skupnih FS s sadjem (11,9–586 mg GK/100 g SS) in 
zelenjavo (114–311 mg GK/100 g SS). Iz teh podatkov je razvidno, da so kaljena zrna in 
kalčki prav tako pomemben vir FS in lahko predstavljajo alternativo sadju in zelenjavi 
(Gan in sod., 2017) oz. še bolje, ustrezno dopolnitev k zdravi in uravnoteženi prehrani. 
 
2.5 METODE ZA DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNIH LASTNOSTI KRUHA 
 
2.5.1 Folin-Ciocalteujeva metoda 
 
Metoda Folin-Ciocalteu (FC) se uporablja za določanje skupne vsebnosti FS v 
analiziranem vzorcu. Temelji na redukciji FC reagenta zaradi prisotnosti FS pri bazičnih 
pogojih. Pri reakciji med FS in FC pride do oksidacije fenolatov, pri čemer nastane moder 
kompleks, ki ga ovrednotimo spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 765 nm. 
Večja vsebnost FS v vzorcu se odrazi v večji izmerjeni absorbanci (Shahidi in Zhong, 
2015). 
 
Porenta K. Antioksidativne lastnosti kruha, obogatenega z dodatkom kaljenih pšeničnih zrn.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
6 
Kljub temu, da je metoda preprosta in dobro ponovljiva, ima tudi nekaj slabosti. Ena 
glavnih je ta, da zaradi nefenolnih komponent z redukcijskimi lastnostmi, kot so na primer 
sladkorji, aminokisline, organske kisline in železo, lahko v vzorcu določimo več FS kot jih 
je v resnici prisotnih (Prior in sod., 2005). 
 
2.5.2 Metoda ABTS 
 
Spektrofotometrična metoda s kationskim radikalom ABTS (2,2-azino-bis 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) temelji  na sposobnosti antioksidanta za lovljenje 
radikala ABTS. Raztopina kationskega radikala ABTS (ta nastane pri oksidaciji ABTS z 
močnim oksidantom) je pri 734 nm močne modrozelene barve - v prisotnosti 
antioksidantov, ki delujejo kot donorji elektronov ali vodikovih atomov pa pride do padca 
absorbance in posledično manj intenzivne obarvanosti, oziroma razbarvanja omenjene 
raztopine (Pisoschi in Negulescu, 2011; Shahidi in Zhong, 2015). 
 
Prednost metode je, da je ABTS topen v vodnih in organskih topilih, zato se lahko 
uporablja v različnih medijih, tako za ugotavljanje hidrofilnih kot lipofilnih 
antioksidativnih spojin (Prior in sod., 2005). Kritike metode pa se nanašajo na dejstvo, da 
raztopina ABTS ni pridobljena naravno, zato naj ne bi bila uporabna za nobeno biološko 
funkcijo. Poleg tega pa je slabost metode tudi, da z radikalom ABTS lahko reagira vsaka 
spojina z nižjim redoks potencialom od omenjenega radikala (Opitz in sod., 2014). 
 
2.5.3 Metoda DPPH 
 
DPPH, oziroma 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, je stabilen prost radikal, ki z delokalizacijo 
prostega elektrona okoli molekul vpliva na to, da le-te ne tvorijo dimer, kot bi se to zgodilo 
z mnogimi drugimi radikali. Delokalizacija vpliva na močno vijolično obarvanje raztopine 
DPPH (Molyneux, 2004). Pri mešanju raztopine s snovjo, ki oddaja vodikov elektron, pa 
nastane reducirana oblika, kar se kaže v izgubi vijolične in nastanku bledo rumene barve. 
Padec absorbance, merjen s spektrofotometrom pri valovnih dolžinah med 515 nm in 520 
nm, nam posredno omogoča določitev antioksidativega potenciala (Kedare in Singh, 2011; 
Vidrih in Kač, 2000). 
 
Ta metoda je široko uporabljena, saj je hitra, enostavna in cenovno ugodna. Prednost 
metode je, da reakcija poteka dovolj časa, da DPPH lahko reagira tudi s šibkimi 
antioksidanti. Slabost metode pa je, da tudi radikal DPPH ni naravnega izvora. DPPH je 
topen le v organskih topilih in je občutljiv na svetlobo (Kedare in Singh, 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Reagenti 
 
• metanol, 99,9 % (CH₃OH) (Merck, Nemčija) 
• 2 M raztopina natrijevega hidroksida (NaOH) (Honeywell Fluka, Češka): v čašo 
smo zatehtali 20 g NaOH, ga raztopili v manjši količini vode s pomočjo 
ultrazvočne kopeli, prelili v 250 mL bučko in dopolnili z vodo do oznake. 
• 6 M raztopina klorovodikove kisline (HCl) (Sigma-Aldrich, Nemčija): v 100 mL 
bučko smo prenesli 20 mL vode, nato počasi dodali 49,3 mL 37 % HCl in z vodo 
dopolnili do oznake ter premešali. 
• FC reagent (Merck, Nemčija): pred uporabo smo ga razredčili z destilirano vodo v 
razmerju 1:2. 
• 20 % raztopina natrijevega karbonata (Na2CO3) (Sigma-Aldrich, Nemčija): 5 g 
Na2CO3 smo zatehtali v čašo, dodali 20 mL bidestilirane vode, premešali na 
magnetnem mešalniku ter prelili v 25 mL bučko in dopolnili z vodo do oznake. 
• raztopina klorogenske kisline (KK) (1 mg/mL): v 10 mL bučko smo zatehtali 
10 mg KK ter dopolnili z metanolom do oznake in premešali. 
• 1 mM (izhodna) raztopina DPPH (Sigma-Aldrich, Nemčija): 3,94 mg DPPH smo 
raztopili v 10 ml metanola s pomočjo vrtinčnika 
• fosfatni pufer (pH = 7,4) 
• izhodna raztopina ABTS (Sigma-Aldrich, Kanada): 25 mg ABTS reagenta in 
100 mg MnO2 smo raztopili v 10 mL vode. Vsebino smo 1 uro mešali na 
magnetnem mešalu, nato pa prenesli v 2 mL mikrocentrifugirke ter centrifugirali 
(1 min na 13200 rpm). Supernatant smo prefiltrirali skozi filtre s premerom por 
0,45 µm v 15 mL falkonke ter hranili v hladilniku v temi največ 3 dni. 
 
Ostale kemikalije: 
• bidestilirana voda 
  
3.1.2 Aparature in material 
 
• analitska tehtnica (AEA 220A, Mettler Toledo, Švica) 
• tehtiči 
• sušilnik (Termoporc) 
• avtomatske pipete  
• centrifuga (Avanti JXN-26, ZDA) 
• centrifuga (Eppendorf, 5415 D, Kanada) 
• falkonke (50 mL, 15 mL) 
• mikrocentrifugirke (2 mL) 
• kivete (2 mL) 
• UV-VIS spektrofotometer (Cecil Aurius CE 2021, Anglija),  
• vrtinčnik (IKA, Nemčija) 
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• stojala za epruvete, falkonke in mikrocentrifugirke 
• stresalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
• štoparica 
• magnetno mešalo (MM-540, Železniki, Slovenija) 
• avtomatske pipete 
• kapalke 
• filtri 
• injekcijske igle 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Material  
 
Analizirali smo vnaprej pripravljene (homogenizirane in liofilizirane) vzorce štirih 
različnih vrst kruha (prikazano na Sliki 2) – brez dodatka (0 %) in z dodatkom 5 %, 15 % 
ter 30 % moke iz KPZ. Kruh brez dodatka (kot moka uporabljena zgolj 100 % pšenična 
bela moka) je predstavljal kontrolo. Pri obogatenem kruhu z dodatkom KPZ smo ustrezen 
delež bele pšenične moke nadomestili s 5 % / 15 % / 30 % homogeniziranih in posušenih 
KPZ (s primerljivo vsebnostjo vode, kot jo je vsebovala pšenična bela moka). Vse ostale 
sestavine so bile pri različnih zamesih enake. 
 
 
 
Slika 2: Homogenizirani vzorci kruha z različnim dodatkom KPZ: 0 % (levo zgoraj), 5 % (desno zgoraj), 
15 % (levo spodaj) in 30 % (desno spodaj).  
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3.2.2 Vsebnost vode v vzorcih 
 
V predhodno stehtane tehtiče s pokrovom smo v dveh paralelkah zatehtali 5 g vzorca. 
Tehtiče z vzorci smo sušili 3 ure pri temperaturi 105 °C. Po končanem sušenju smo tehtiče 
ohladili v eksikatorju ter jih ponovno stehtali. Razlika v masi je predstavljala izgubo vode. 
Iz dobljenih vrednosti smo izračunali odstotek suhe snovi (SS) v vzorcu, rezultate pa 
podali kot povprečje dveh paralelk in standardni odklon. Računali smo s pomočjo slednjih 
enačb: 
 
% vode = (izguba vode (g)/zatehta (g)) x 100             ... (1) 
 
% SS = 100 - % vode                               ... (2) 
 
3.2.3 Priprava ekstraktov fenolnih spojin 
 
V 50 mL falkonko smo zatehtali 1 g homogeniziranega vzorca (prikazano na Sliki 3) in 
dodali 9 mL metanola. Ta je služil kot topilo za ekstrahiranje FS oziroma polarnih 
antioksidantov. Falkonko smo ovili v alu folijo in jo stresali na stresalniku 2 uri pri 
200 obratih/min. Po končani ekstrakciji smo vzorec centrifugirali 10 min pri 
8000 obratih/min. Supernatant je predstavljal metanolni izvleček EFS iz kruha 
pripravljenega brez dodatka, oziroma z različnim dodatkom moke KPZ. Prelili smo ga v 
15 mL falkonko in ga za čas analize hranili v hladilniku. Usedlino, ki je ostala pri 
centrifugiranju, smo uporabili za pripravo ekstrakta VFS. Usedlini smo dodali 20 ml 2 M 
NaOH in falkonko 4 ure stresali pri hitrosti 200 obratov/min. NaOH je služil kot medij za 
sprostitev VFS z gradnikov celičnih sten. Hidrolizo smo prekinili z dodatkom 6,7 mL 6 M 
HCl, saj smo tako znižali pH na približno 2. Nato smo hidrolizat centrifugirali 10 min pri 
8000 obratih/min in bister del prefiltrirali v 15 mL falkonko. Tudi tega smo tekom analiz 
hranili v hladilniku.  
 
 
 
Slika 3: Zatehte vzorcev v dveh paralelkah, pripravljene na nadaljno analizo. 
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3.2.4 Priprava umeritvenih krivulj in vzorcev 
 
3.2.4.1 Metoda FC 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili raztopino KK. V mikrocentrifugirke smo 
odpipetirali različne volumne (10 – 40 µL) KK s koncentracijo 1 mg/mL in dopolnili z 
metanolom, da je skupni volumen znašal 100 µL. Koncentracija KK v reakcijski mešanici 
je tako znašala 5 – 20 mg/L (Slika 4).  Nato smo v vsako mikrocentrifugirko dodali 
1300 µL bidestilirane vode ter 300 µL razredčenega FC reagenta. Ker je FC reagent slabo 
obstojen, smo ga pripravili tik pred analizo in pred svetlobo zaščitili z alu folijo. Vsebino 
mikrocentrifugirke smo premešali in po 5 min dodali še 300 µL Na2CO3 ter ponovno 
premešali. Po enourni inkubaciji v temi na sobni temperaturi smo vsebino 
mikrocentrifugirke prelili v kiveto in ji na spektrofotometru izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 765 nm (A765). Slepi vzorec smo naredili po istem postopku, le da smo 
namesto vzorca v mikrocentrifugirko odpipetirali 100 µL metanola. 
 
S pomočjo programa Excel smo iz dobljenih podatkov izrisali umeritveno krivuljo. 
Vrednost smernega koeficienta premice, ki je bila določena s pomočjo linearne regresijske 
analize, je znašala 0,0539 L/mg. Analizo smo izvedli v dveh paralelkah in odstopanja 
prikazali kot standardni odklon. 
 
 
 
Slika 4: Umeritvena krivulja za metodo FC. 
Pri analizi vzorcev smo postopali na enak način kot pri pripravi umeritvene krivulje, le da 
smo namesto razredčene raztopine KK v mikrocentrifugirke odpipetirali 100 µL vzorca 
(metanolnega ekstrakta za EFS oziroma hidrolizata za VFS).  
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3.2.4.2 Metoda ABTS 
 
Iz izhodne raztopine ABTS smo naredili delovno raztopino, tako da smo zmešali izhodno 
raztopino, fosfatni pufer (pH = 7,4) in vodo v razmerju 5 : 11 : 44. Za umeritveno krivuljo 
smo v mikrocentrifugirke odpipetirali različne volumne (10 – 60 µL) KK s koncentracijo 
0,1 mg/mL in dopolnili z bidestilirano vodo, da je skupni volumen znašal 800 µL. 
Koncentracija KK v  reakcijski mešanici je tako znašala 0,5 – 3 mg/L (Slika 5). Dodali 
smo 200 µL fosfatnega pufra in 1 mL delovne raztopine ABTS. Mikrocentrifugirke smo 
nato premešali na vrtinčniku in vzorcem po enourni inkubaciji v temi izmerili absorbanco 
pri valovni dolžini 734 nm (A734). Analizo smo opravljali v dveh paralelkah. Za referenčno 
raztopino smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL delovne raztopine ABTS in enako 
količino bidestilirane vode, nadaljni postopek pa je bil enak kot pri vzorcih. Za slepi vzorec 
smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 2 mL bidestilirane vode. Iz dobljenih podatkov smo 
najprej izračunali padec absorbance proti referenčnem vzorcu, nato pa izrisali umeritveno 
krivuljo. Vrednost smernega koeficienta premice, ki je bila določena s pomočjo linearne 
regresijske analize, je znašala 0,2641 L/mg. 
 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za metodo ABTS. 
Za analizo vzorcev smo postopali na enak način, le da smo namesto različnih koncentracij 
KK, v mikrocentrifugirko odpipetirali 50 µL vzorca, ki smo mu dodali 750 µL vode. 
Analizo smo opravili posebej za vezane in ekstraktibilne antioksidante. 
 
3.2.4.3 Metoda DPPH 
 
Iz izhodne 1 mM raztopine DPPH smo najprej pripravili delovno raztopino s koncentracijo 
0,2 mM tako, da smo izhodno raztopino zmešali z metanolom v razmerju 1:4. V 
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mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL 0,2 M raztopine DPPH in 800 µL metanola. 
Dodali smo različne volumne (10 – 35 µL) KK s koncentracijo 1 mg/mL ter še toliko 
metanola, da je skupni volumen v mikrocentrifugirki znašal 2 mL. Koncentracija KK v 
reakcijski mešanici je tako znašala 5 – 17,5 mg/L (Slika 6). Analizo smo opravljali v dveh 
paralelkah. Za referenčni vzorec smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL metanola in 
1 mL 0,2 mM DPPH raztopine. Za slepi vzorec smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 
2 mL bidestilirane vode. Po enourni inkubaciji v temi na sobni temperaturi smo vzorce 
centrifugirali 3 min na 13000 obratov/min in supernatant prelili v kiveto. Absorbanco smo 
izmerili pri  valovni dolžini 520 nm (A520). S pomočjo programa Excel smo iz dobljenih 
podatkov izrisali umeritveno krivuljo. Vrednost smernega koeficienta premice, ki je bila 
določena s pomočjo linearne regresijske analize, je znašala 0,0598 L/mg. 
 
 
 
Slika 6: Umeritvena krivulja za metodo DPPH. 
Za analizo vzorcev smo postopali na enak način, le da smo namesto namesto različnih 
razredčitev raztopine KK v reakcijsko mešanico odpipetirali 200 µL vzorca. Analizo smo 
opravili posebej za vezane in ekstraktibilne antioksidante. 
 
3.2.5 Izračuni 
 
3.2.5.1 Vsebnost skupnih FS  
 
Kot izhodišče za izračun vsebnosti skupnih FS nam je služila umeritvena krivulja, 
pridobljena po FC metodi.  
 
S pomočjo izmerjene absorbance (A765) in smernega koeficienta premice (k) smo 
izračunali masno koncentracijo FS v reakcijski mešanici (γrm). 
 
γrm = A765 / k                     ... (3) 
y = 0,0598x
R² = 0,9959
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Maso FS v mikrocentrifugirki (mmc) smo izračunali kot produkt izračunane masne 
koncentrcije v reakcijski mešanici (γrm) in volumna mikrocentrifugirke (Vmc). 
 
mmc = γrm × Vmc                         ... (4) 
 
Masno koncentracijo FS v izhodnem ekstraktu (γekstrakt) smo izračunali iz mase FS v 
mikrocentifugirki (mmc) in volumna vzorca, ki smo ga dodali reakcijski mešanici (Vvzorec) 
med samo analizo. 
 
γekstrakt = mmc / Vvzorec                              ... (5) 
 
Za izračun mase FS v pripravljenem ekstraktu (mekstrakt) smo potrebovali podatek o masni 
koncentraciji FS v ekstraktu (γekstrakt) in o volumnu celotnega ekstrakta (Vfalkonka). V 
primeru EFS je ta volumen predstavljal 9 mL metanola, v primeru VFS pa vsoto volumnov 
NaOH in HCl, uporabljenih za pripravo hidrolizatov, torej 26,7 mL. 
 
mekstrakt =  γekstrakt × Vfalkonka                              ... (6) 
 
Vsebnost skupnih FS v 1 g kruha (mg FS/g) smo izračunali iz mase FS v ekstraktu 
(mekstrakt) in mase zatehtane količine vzorca (mvzorec), ki smo ga uporabili za pripravo 
dotičnega ekstrakta. 
 
vsebnost FS v svežem vzorcu = mekstrakt / mvzorec                ... (7) 
 
Za končni rezultat smo morali dobljeno vrednost deliti še z deležem SS v vzorcu kruha.  
 
vsebnost FS v suhi snovi = (mg FS/g) / % SS × 100             ... (8) 
 
Rezultat smo podali kot ekvivalent KK v 1 g SS vzorca. 
 
3.2.5.2 Vsebnost skupnih antioksidantov  
 
Pri metodah ABTS in DPPH je izračun potekal na podoben način kot pri Folin-
Ciocalteujevi metodi, le da smo namesto iz absorbance (A) izhajali iz razlike absorbanc 
(ΔA). Le-to smo dobili tako, da smo najprej izračunali povprečje absorbanc vseh treh 
ponovitev (?̅?) za analizirani vzorec, nato pa to vrednost odšteli od povprečne vrednosti 
referenčne raztopine (Aref).  
 
Formula za metodo ABTS: 
 
ΔA734 = Aref 734  –  ?̅?734                    ... (9) 
 
Formula za metodo DPPH: 
 
ΔA520 = Aref 520  –  ?̅?520                                ... (10) 
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3.2.6 Statistična analiza 
 
Pridobljene podatke smo uredili s programom Excel. Iz vsakega vzorca smo pripravili dve 
neodvisni ekstrakciji in vsako analizirali v treh paralelkah (A, B in C). Končni rezultat smo 
dobili iz povprečne vrednosti paralelk, odstopanja pa prikazali s standardnim odklonom.  
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 VSEBOST FENOLNIH SPOJIN 
 
Vsebnost FS smo določili z metodo FC. Vsebnost FS smo izračunali na osnovi enačbe 
umeritvene krivulje in rezultat podali kot ekvivalent KK.  
 
 
 
Slika 7: Vpliv dodatka kaljenih pšeničnih zrn na vsebnost vezanih fenolnih spojin (VFS) in ekstraktibilnih 
fenolnih spojin (EFS) v kruhu. 
V skladu z našimi pričakovanji smo ugotovili, da je vsebnost FS (vsota obeh frakcij) 
naraščala s količino dodatka KPZ. Kot je prikazano na Sliki 7, se je v kruhu, ki smo ga 
obogatili s KPZ, v vezani obliki nahajalo približno 90 % vseh FS. Vsebnost VFS je znašala 
med 2,9 in 7,2 mg/g SS, medtem ko EFS med 0,5 in 1,0 mg/g SS. Zanimivo je, da se 
vsebnost EFS ni spremenila, če smo 5 % pšenične bele moke nadomestili z enakim 
deležem moke iz KPZ. Vsebnost EFS se je pri 15 % dodatku KPZ 1,9-krat povečala 
(1,0 mg/ g SS), medtem ko 30 % dodatek ni prinesel dodatnih izboljšav.  
 
Iz Slike 7 je razvidno, da smo z dodatkom KPZ močno pripomogli tudi k vsebnosti VFS v 
kruhu. Ta je bila znatno večja že pri uporabi 5 % moke iz KPZ, vendar smo pri 15 % 
dodatku zabeležili še boljši izplen. V primerjavi s kontrolo je 5 % dodatek KPZ 2,3-krat 
povečal vsebnost VFS, 15 % dodatek pa 2,5-krat. Nadaljnjo povečanje deleža KPZ ni 
vodilo v pričakovan rezultat, saj se vsebnost VFS ni več povečala. Zanimiva je razlika med 
5 % in 15 % dodatkom – kljub temu, da smo količino zrn povečali trikrat, se vsebnost FS 
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ni trikrat povečala. Vsebnost FS torej ni naraščala premo sorazmerno s količino dodatka 
KPZ. 
 
Tudi Sęczyk in sod. (2016) so želeli izboljšati vsebnost FS v kruhu tako, da so ga obogatili 
z lanom oz. natančneje, zunanjo ovojnico lanenih semen (stranski produkt luščenja). Prišli 
so do ugotovitve, da vsebnost ekstraktibilnih FS ne narašča premo sorazmerno s količino 
dodatka. Vendar pa je za razliko od naše raziskave večji delež dodanih semen pomenil 
večji prirast v vsebnosti FS. 1 % dodatek je vsebnost FS v kruhu povečal 1,1-krat, 2 % 
dodatek 1,3-krat, 3 % dodatek 1,4-krat, 4 % 1,6-krat, 5 % pa kar 1,9-krat v primerjavi s 
kontrolo. Do primerljivih rezultatov sta prišla tudi Meral in Dogan (2013), ki sta pri 
pripravi kruha ustrezni delež pšenične moke nadomestila z 2 %, 4 % in 8 % mletih lanenih 
semen. Vsebnosti ekstraktibilnih FS so se povečevale s količinami dodatka – 1,3-krat, 1,4-
krat in 1,5-krat v primerjavi s kruhom brez dodatka lanenih semen. 
 
Zain in sod. (2017) so v svoji študiji na kruhu raziskovali vpliv dodatka (3 %, 5 % in 7 %) 
zelenih kavnih zrn (ki so odličen vir antioksidantov) na vsebnost FS v kruhu. Poleg 
kontrolnega (belega) kruha brez dodatka, so analizirali tudi polnozrnati kruh brez dodatka. 
Vsebnost FS je kot predvideno naraščala skupaj s količino dodatka kavnih zrn, zanimivo 
pa je, da je že 3 % dodatek zelenih kavnih zrn tako močno vplival na vsebnost FS, da je 
bila ta skoraj dvakrat večja (0,93 mg EGK/g) kot v polnozrnatem kruhu brez dodatka 
(0,50 mg/g).  
 
4.2 VSEBNOST ANTIOKSIDANTOV 
 
Vsebnost antioksidantov v vzorcih smo določali z metodama ABTS in DPPH. Pri obeh 
metodah smo vsebnost prisotnih antioksidantov izračunali na osnovi enačbe umeritvene 
krivulje in rezultat podali kot ekvivalent KK. 
 
4.2.1 Metoda ABTS 
 
Z metodo ABTS smo v kruhu z dodatkom KPZ ugotovili, da se vsebnost ekstraktibilnih 
antioksidantov giblje med 0,4 in 1,0 mg/g SS, vsebnost vezanih antioksidantov pa med 3,7 
in 5,8 mg/g SS (Slika 8). 
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Slika 8: Vpliv dodatka kaljenih pšeničnih zrn na vsebnost vezanih in ekstraktibilnih antioksidantov, 
določenih z metodo ABTS.  
Vsebnost ekstraktibilnih antioksidantov se je pri 5 % dodatku KPZ povečala  1,4-krat, pri 
15 % dodatku 2,6-krat, pri 30 % dodatku pa 2,5-krat v primerjavi s kontrolo. Količina 
ekstraktibilnih spojin je primerljiva z rezultati, ki smo jih pridobili z metodo FC. 
Nasprotno pa smo pri vezanih spojinah, z izjemo kontrole, z metodo ABTS določili manjšo 
količino antioksidantov kot z metodo FC. Slednje lahko utemeljimo z nespecifičnostjo 
reagenta FC, za katerega je znano, da reagira s številnimi nefenolnimi spojinami kot so 
sladkorji, aminokisline, vitamin C in druge organske kisline, kar privede do previsokega 
rezultata pri določanju vsebnosti FS (Prior in sod., 2005; George in sod., 2005). 
 
Enako kot pri prejšnji metodi, je bil pri ABTS največji učinek dodanih KPZ opažen pri 
15 % dodatku. Vsebnost vezanih spojin je pri 15 % dodatku narasla na 5,8 mg/g SS, pri 
30 % dodatku pa le še na 5,7 mg/g SS, čeprav smo delež KPZ podvojili. V primerjavi s 
kontrolo je 5 % dodatek KPZ 1,4-krat povečal vsebnost vezanih antioksidantov, 15 % 
dodatek pa 1,6-krat. Enako kot pri metodi FC, tudi pri ABTS 30 % dodatek KPZ ni 
dosegel nadaljnjega povišanja vsebnosti antioksidantov.  
 
Kot predvideno, so naši rezultati potrdili, da glavnino antioksidantov v kruhu s KPZ 
prispevajo vezani antioksidanti. Tudi Adom in Liu (2002) sta v svoji študiji o vsebnosti 
antioksidantov v ekstrakih pšenice ugotovila, da vezani antioksidanti predstavljajo 
približno 82%, ekstraktibilni pa le 12 – 15 % skupnih antioksidantov pšeničnih zrn. 
 
Sęczyk in sod. (2016) so z metodo ABTS ugotavljali vpliv dodatka zunanje ovojnice 
lanenih semen na količino skupnih antioksidantov v kruhu. Preizkusili so 1 – 5 % dodatek, 
pri čemer je večji delež lanu pomenil več antioksidantov v kruhu, ta je pri 5 % vodil v 2,8-
kratno povečanje. Slednje je precej boljši izplen kot smo ga pri isti količini dodatka uspeli 
doseči sami s KPZ, vendar je potrebno izpostaviti, da v omenjeni raziskavi niso dodajali 
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celih zrn temveč zgolj zunanje plasti, kjer so antioksidanti bolj koncentrirani. Poleg tega so 
spremljali bistveno manjšo količino dodatka, tudi v naši raziskavi so se ekstraktibilni 
antioksidanti do določene količine uporabljenega dodatka KPZ povečevali. 
 
4.2.2 Metoda DPPH 
 
Kot je razvidno s Slike 9, so se vsebnosti ekstraktibilnih antioksidantov v kruhu s KPZ, 
določenih z metodo DPPH, gibale med 0,2 in 0,5 mg/g SS, vsebnosti vezanih 
antioksidantov pa med 2,5 in 3,9 mg/g SS. 
 
 
 
Slika 9: Vpliv dodatka kaljenih pšeničnih zrn na vsebnost vezanih in ekstraktibilnih antioksidantov v kruhu, 
določenih z metodo DPPH.  
Vsebnost ekstraktibilnih spojin, ki so reagirale z DPPH, je do neke točke naraščala skupaj 
z deležem dodatka KPZ. Pri 5 % dodatku smo zabeležili 3,5-kratno povečanje, pri 15 % in 
30 % dodatku pa 7,5-kratno povečanje ekstraktibilnih antioksidantov. Pri vezanih 
antioksidantih smo zaznali drugačen trend: 5 % dodatek je v primerjavi s kontrolo 1,2-krat 
povečal vsebnost VFS, 15 % dodatek KPZ je imel negativen učinek, vsebnost vezanih 
spojin se je namreč znižala za 0,8 mg/g SS v primerjavi s kontrolo. Pri 30 % dodatku pa je 
bila vsebnost vezanih spojin enaka kot pri kontroli. 
 
Kljub večkratnim ponovitvam analize, so bila med analizami posameznih vzorcev znotraj 
istega testiranja še vedno prisotna odstopanja, ki pa jih pri drugih metodah nismo zaznali.  
 
Kakšen vpliv ima obogatitev kruha z lanenimi semeni na vsebnost antioksidantov, sta z 
metodo DPPH pred leti določala Meral in Dogan (2013). Z lanenimi semeni sta 
nadomestila 2 %, 4% in 8 % delež pšenične moke. Pri 2 % in 4 % dodatku je bil učinek 
enak, vsebnost antioksidantov se je povečala za 17 % v primerjavi s kontrolnim kruhom. 
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Pri 8 % dodatku pa se je vsebnost povečala za 22 %. Tudi tukaj torej ne moremo govoriti o 
sorazmernem naraščanju antioksidantov glede na delež dodatka z antioksidanti bogatih 
lanenih semen. 
 
4.3 PRIMERJAVA REZULTATOV MED UPORABLJENIMI METODAMI 
 
Pri vseh metodah smo v prišli do rezultata, da je dodatek KPZ vplival tako na količino 
prisotnih VFS kot EFS v kruhu. Absolutna vsebnost vezanih antioksidantov je bila v kruhu 
resda precej večja od vsebnosti prostih antioksidantov, neodvisno od količine samega 
dodatka. Poudariti je potrebno, da je vnos KPZ med zamesom istočasno znatno 
zaznamoval tudi prosto frakcijo, v primeru DPPH smo zabeležili nekajkrat višji relativni 
prirast antioksidantov v primerjavi z vezano frakcijo. Pri metodi FC in ABTS te razlike 
niso bile tako očitne. Antioksidativne lastnosti kruha so se spreminjale z deležem KPZ, 
vendar pri nobeni od metod reaktivnost spojin ni naraščala sorazmerno s količino KPZ. 
 
Kot smo uvodoma že povedali, pride med kaljenjem zrn do povečanja prostih 
antioksidantov tako na račun transformacije iz vezanih oblik kot tudi na račun na novo 
sintetiziranih (He in sod., 2011). Na drugi strani je povečanje netopnih antioksidantov med 
kaljenjem običajno posledica delitve celic ali rasti zrn, zaradi česar se poveča prostornina 
celične stene, ki jo spremlja povečanje vezanih spojin z antioksidativnim delovanjem 
(Shahidi in Yeo, 2016). Ti in sod. (2014) z raziskavo o kaljenju rjavega riža ter Yeo in 
Shahidi (2015) s kaljenjem leče navajajo, da se je pri kaljenju povečala predvsem količina 
VFS. 
 
Kljub enakim vzorcem, je pri rezultatih, pridobljenih z različnimi metodami, prišlo do 
nekaterih odstopanj. Čeprav metodi DPPH in ABTS temeljita na enakih mehanizmih, so se 
rezultati med seboj razlikovali. Pri metodi DPPH smo zaradi boljše stabilnosti (in s tem 
nižje reaktivnosti) raztopine prostih radikalov dobili nižje vrednosti antioksidantov. Znano 
je, da radikal DPPH reagira bolje s polifenolnimi spojinami, kot s preprostimi fenolnimi 
kislinami. Na drugi strani pa je radikal ABTS močno reaktiven in manj stabilen, kar se 
kaže v sposobnosti reagiranja s širšo paleto antioksidantov (Stratil in sod., 2007). Thaipong 
in sod. (2006) so v svoji študiji primerjali različne metode za določanje vsebnosti 
antioksidantov v gvajavi. Podobno kot v našem primeru, so tudi oni z metodo DPPH 
določili nekoliko manjše vrednosti antioksidantov kot z metodo ABTS. 
 
Pri metodi DPPH so bile vsebnosti antioksidantov precej nižje kot pri prvih dveh metodah, 
do največjega odstopanja med rezultati je prišlo pri 15 % dodatku. Možen razlog za to je, 
da ferulna kislina, ki v pšeničnih zrnih med fenolnimi kislinami prevladuje, izraža slabšo 
sposobnost lovljenja DPPH kot ABTS radikala. To so ugotovili tudi Verma in sod. (2009), 
ko so opazili, da je bila med koleracija med metodama DPPH in ABTS šibka, kar nakazuje 
na različno reaktivnost antioksidantov z radikaloma ABTS in DPPH.  
 
Na podlagi primerjave rezultatov vseh treh metod lahko zaključimo, da je dodatek KPZ z 
vidika antioksidantov smotrn. Izkazalo se je, da lahko že s 5 % dodatkom KPZ znatno 
pripomoremo k prehranski vrednosti kruha.  
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5 SKLEPI 
 
V sklopu diplomskega dela smo ovrednotili antioksidativne lastnosti kruha z različnimi 
dodatki KPZ. Na podlagi izvedenega eksperimenta in dobljenih rezultatov lahko podamo 
naslednje trditve: 
 
• Z dodatkom KPZ se izboljšajo antioksidativne lastnosti kruha. 
 
• Antioksidativne lastnosti kruha se ne izboljšujejo premo sorazmerno s količino 
dodanih KPZ.  
 
• Najbolj optimalen je 15 % dodatek KPZ, čeprav se vsebnost antioksidantov močno 
poveča že pri 5 % dodatku. 
 
• Zamenjava 30 % pšenične moke z enakim deležem KPZ ni smiselna. 
 
• V kruhu obogatenem s KPZ se spojine z antioksidativnim delovanjem nahajajo 
predvsem v vezani obliki. 
 
• Dodatek KPZ vodi v večji absolutni prirast vezane frakcije in večji relativni prirast 
proste frakcije antioksidantov. 
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6 POVZETEK 
 
V diplomski nalogi smo preučevali vpliv dodatka KPZ na antioksidativne lastnosti kruha, 
obogatenega z njimi. Vsebnost FS v ekstraktih smo spremljali z metodo FC, vsebnost 
antioksidantov pa z metodama ABTS in DPPH. Za pravilno interpretacijo rezultatov smo v 
preiskovanih vzorcih določili tudi vsebnost SS. Za pripravo ekstraktov EFS smo uporabili 
metanol, za ekstrakte VFS pa smo izvedli alkalno hidrolizo. Pri vseh metodah smo rezultat 
podali kot ekvivalent KK v 1 g SS  (mg KK/g SS). 
 
Največ antioksidativnih spojin smo določili z metodo FC, nekoliko manj z metodo ABTS, 
še manj pa z metodo DPPH. Razlog za to je, da reagenti reagirajo z različnim spektrom 
antioksidantov različno močno. Zato je bila za optimalne rezultate potrebna uporaba 
različnih metod. 
  
Predvidevali smo, da bo dodatek KPZ pozitivno vplival na antioksidativne lastnosti 
obogatenega kruha. Naše ugotovitve so se večinoma skladale s pričakovanji, ne pa 
povsem. Vsebnost antioksidantov je res naraščala skupaj z dodatkom KPZ, vendar ne 
premo sorazmerno. Do znatnega izboljšanja vsebnosti EFS je prišlo ob dodatku 15 % KPZ, 
medtem ko smo velik prirast v vsebnosti VFS zabeležili že pri 5 % KPZ. Največjega 
dodatka (30 % KPZ) nismo upravičili.  
 
Na podlagi naših rezultatov bi svetovali obogatitev kruha s 15 % KPZ. Ta je vodil v 1,9-
kratno povečanje ekstraktibilnih FS pri metodi FC, 2,6-kratno povečanje ekstraktibilnih 
antioksidantov pri metodi ABTS ter 7,4-kratno povečanje le-teh pri metodi DPPH. Enak 
dodatek KPZ je najbolj povečal tudi vsebnost vezanih spojin, in sicer 2,5-krat pri metodi 
FC in 1,6-krat pri metodi ABTS, medtem ko se je reaktivnost z DPPH radikali zmanjšala. 
 
Uravnotežena prehrana in zdrav življenjski slog sta ključna pri ohranjanju zdravja in 
preprečevanju številnih sodobnih bolezni. Ker imajo antioksidanti pri tem pomembno 
vlogo, je njihova vključitev v prehrano še kako pomembna. Poleg sadja in zelenjave so 
dober, vendar velikokrat spregledan vir antioksidantov tudi polnozrnata  žita.  
 
Največji del bioaktivnih snovi v žitih se nahaja v zunanjem delu zrna. Pri proizvodnji bele 
moke se ta del odstrani, zato so izdelki iz bele moke osiromašeni bioaktivnih snovi. Z 
raziskavo smo dokazali, da z zamenjavo bele pšenične moke s KPZ močno izboljšamo 
antioksidativne lastnosti kruha in tako dobimo funkcionalno živilo. Ker je kruh ena 
osnovnih živil po celem svetu, bi s tako prilagoditvijo lahko zaradi razširjenosti in 
pogostosti uživanja močno pripomogli k obogatitvi prehrane in vnosu pomembnih 
antioksidantov in drugih bioaktivnih komponent v naše telo. 
 
Kljub obetavnim rezultatom naše raziskave pa je potrebno pri zasnovi teh živil upoštevati 
tudi senzorične in tehnološke lastnosti kruha, ki se z dodatkom KPZ nekoliko poslabšajo. Z 
deležem dodatka torej ne smemo pretiravati, če želimo razviti izdelek, ki bi bil za 
potrošnike sprejemljiv.  
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